PROPIETATS DE I’AGENT CAUSAL
D’UN TUMOR DEL POLLASTRE

per

F. DURAN-REYNALS James B. MurpHY

LA FIXACIO ESPECIFICA
PELS TEIXITS DELS ANIMALS SUSCEPTIBLES

El descobriment de qué un grup de tumors malignes
del pollastre podien transmetre’s per un extiacte lliure
de cé¢llules o per tumor dessecat, ha portat a una gran
diversitat d’opinions, no solament sobre la classificacié
d’aquest grup de tumors, siné també sobre la naturalesa
dels agents que posseeixen la propietat de produir-los.
Per a molts, aquestes neoplasies es classifiquen entre les
malalties produides per virus. Tanmateix, hi ha certes
propietats biologiques d’aquests tumors i algunes dades
experimentals que dificilment poden reconciliar-se amb la
teoria que aquests agents siguin similars als que causen
les malalties del tipus d’infeccions per virus.

S’han fet diverses temptatives per a idear mitjans de
distingir entre el grup dels virus filtrables, segurament
organismes vius, i les substancies actives, productes de
cél-lules vives, grup d’agents enzimoides. Pero, pel que
als tumors de pollastre fa referéncia, no pot considerar-se
que cap dels estudis anteriors pugui donar-nos una idea
definida sobre el caracter dels seus agents causals.
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Certs agents biologics, tals com el bacteriofag, enzi-
mes, toxines i anticossos, tots més o menys selectius
respecte a les cel-lules o substancies sobre les quals ac-
tuen, sén primerament absorbides o fixades, i de vegades
aparentment inactivades pel substratum especific, mentre
que les céllules o substancies no especifiques no tenen
accié sobre aquests agents. Per exemple, la toxina te-
tanica, que té una accid selectiva sobre el sistema nervids,
és neutralitzada «in vitro» pel teixit nerviés dels animals
susceptibles, mentre que el 1ony6, melsa i altres organs
del mateix animal tenen un efecte petit o nul (). En-
cara més, el teixit del cervell dels animals no susceptibles
a la toxina tetanica no té, practicament, efecte neutra-
litzant «n vitro» sobre el veri (2) (3).

Hi ha alguns indicis de qué I'agent del tumor pugui
ésser fixat pels teixits en certes condicions. Pentimalli (4)
observa que l'activitat del filtrat de tumor de pollastre
es reduia en contacte amb la polpa d’embri6 de pollastre,
i també pel teixit de reparaci6 d’una ferida curada en el
pollet, si bé en un grau menor. Els leucocits no tenen
cap activitat des d’aquest punt de vista. Deelman pot
fer una observacié similar (5).

Aquest treball tracta també d'un estudi sistematic
de P'accié dels teixits dels pollastres susceptibles sobre
I'agent causal del tumor de pollastre, en comparacié amb
la dels teixits dels animals no susceptibles. S’ha publi-
cat ja una nota preliminar sobre aquest punt (6).

METODE EXPERIMENTAL
Els filtrats de tumor es preparaven pulveritzant uns

5 gr. de teixit de tumor amb sorra i afegint aleshores
100 cc. de soluci6 de Ringer. Després d’una llarga agi-
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tacié, la suspensié es centrifugava per separar la sorra
i les particules grosses i el liquid sobrenedant es passava
per un filtre V de Berkefeld. Els teixits que volien
provar-se eren reduits a una fina polpa en un morter
amb l’addicié de solucié de Ringer a ra6 d’r cc. de liquid
per cada 2 gr. de teixit. Una quantitat mesurada de
la polpa resultant es posava en un tub de centrifuga i
s’hi afegia una quantitat mesurada del filtrat de tumor
pel Berkefeld, barrejant-los d’'una manera ben completa.
Després d’un periode de contacte, a la temperatura de
I’habitacié o a la incubadora, la mescla es centrifugava
i l'activitat del liquid sobrenedant es provava per injec-
cions intradérmiques en pollastres normals. L’activitat
de cada filtrat es provava per la injecci6 d'una mostra
no tractada, en forma similar.

Experiment preliminar. — Es feren cinc experiments
preliminars sobre un petit nombre d’animals a fi d’agafar
una idea de les relacions quantitatives i el grau d’especi-
ficitat de la reacci6. Com que la técnica era gairebé
idéntica en els diferents experiments, els resultats es
presenten en la taula I.

D’aquestes proves preliminars semblaria que el
muscul dels pollastres susceptibles redueix l'activitat de
I'agent del tumor en el filtrat. Per altra banda, el
cervell i <l fetge dels mateixos pollastres i el muscul,
fetge i cervell de conills, no tenen cap efecte apreciable
sobre la poténcia de l’agent causal del tumor.

Experiments de fixacié i inactivacié amb miiscul de
pollastre, conill 1 colom. — La segiient etapa era repetir
els experiments anteriors amb un animal més proxima-
ment relacionat amb el pollastre, com el colom, fent s
de quantitats més grans de filtrat de tumor.

Es barrejaren 8 cc. de la polpa muscular amb 4 cc.
filtrat de tumor fresc i es deixaren en contacte, a la
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Tavra II

Tumors de liquids

sobrensdants Tumor de polpes
Exp.n.° Tumors de filtrat sol
Miscul Muscul Miscul Miuscul
de pollastre | de conill || de pollastre | de conill
6“”{ — |++++| — |++++[ o5¢cc | 1
e e 1 2 ++++ | ++++
)
4ok ++ | +++ & o's cc. | 1 ce.
P e e B R B
++ ++4 + + 4 5 ccC. 10 cC.
+A++ [+ +++
Muscul
de colom
8 { 2 g o7 o 2.C0%
5 Pl - - +4++ | +++ |+
l + — — -_ o5 cc. I cc.
9....4 + 4+t — - — -
I o ks
o‘s cc. ) 8T
RS B o o (R B o o o S T
+ |4ttt A+ [ 2 ce 4 cc
‘ +++ | ++++
( 1 cc. 2 60
.. d = | FHEH] — — |+t |+
+ | ++++| ++ | ++++]| s5ce | 5ce
‘ ++++ | ++++
! I ‘cci o‘5 cc.
P +4+ | A+ || A |
eess = . L e 2 CC., 4 CC.
| - ¥
+++ | ++ ++ | +4++ [ o5¢cc. | zee
B +4+++ | +++ [[++++ ]| A+ |+ [+
++++ ++++
++ + 44+ [F+++[| zce. | see
4ol FH+4 | +4++ | ++ ++ ++ | +++
+++4 |+ +++
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temperatura de I'habitacié, durant tres hores per als ex-
periments 12 i 14 i durant quatre-sis hores per a tots
els altres. S’injectd subcutaniament I cc. dels liquids
sobrenedants i una quantitat similar de la polpa de teixit
en el miscul pectoral de pollastres normals. Els resul-
tats es donen en la taula IT.

S’ha de tenir en compte que s'usa més filtrat de
tumor amb la polpa de teixit en aquest grup d’experi-
ments que en el primer grup. Dels nou experiments,
cinc presentaren una reduccié ben neta de I’activitat del
filtrat després de contactar amb la polpa del muscul de
pollastre, mentre un fou negatiu, i tres no presentaven
una reduccié apreciable de l'activitat pel contacte amb
la polpa de miscul. Exceptuant el n.° 6 1 probablement
el n.o 8, la injecci6 de polpes del muscul de pollastre
o dels controls, demostrd que eren ambdés igualment
potents en la produccié de tumors.

El fet que una proporcié d’aquests experiments no
presentés cap reduccié definida en lactivitat del filtrat
per contacte amb polpa muscular d’animals susceptibles,
suggeri la possibilitat de qué s’hagués usat un filtrat
massa actiu. Per a provar-ho, s’usaren diferents dilu-
cions del filtrat en el grup segiient d’experiments. Els
resultats estan en la taula ITI.

A més dels animals inclosos en la taula III, cada
una de les dues séries de liquids sobrenedants dels ex-
periments 15 i 16, de les tres dilucions del filtrat, es
provaren sobre el mateix pollastre, injectant-li 02 cc. de
cada un intradérmicament. Els resultats es resumeixen
en la taula IV.

La fig. 1 déna una representacié esquematica del
pollastre utilitzat en l'experiment 16, i presenta les di-
mensions relatives dels tumors setze dies després de la
inoculacié intradérmica.
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Taura III
T“m(”s'igreell]i%“eifs que Tumors de polpes : 1 ce.
<Exp. n.°
Miscul Muscul Muscul Muscul
de pollastre de conill de pollastre de conill
[ ++ +++ | filtrat | g | 44
++ +++ pur +++ | 4+
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+ +++ filtrat ++ +++
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Taura IV
Exp. n.® de lgglslg‘;:re dx;dggfllﬁl
RERbEPUD . 5% o0 Lo o oo e sores 450 + 4 + 4+
TB s SR T AT oo o% ¢ aioieis oinie o 0ioie oin 4 e ++
PIFREOTI S 20, 2 o e s wisie saivisnals -+ o e
{Fntrat DT R e bl crarsrs e o infhos ) (8) ++++
16 A O LERAERTL YT 4 0 2 5o oo n hnce sinisie o' (3) — (7) +++
1 Filtrat 1:2..ooesvnnnnnnnnnnn, (2) — (6) ++
PRLEERE XLEIaC u .o o omin e saisie asbisioine (1) + (5) ++

Es després d’aquests experiments que la quantitat
de T'agent del tumor fixat i inactivat pel muscul del po-
llastre té un limit quantitatiu definit. La diferéncia
d’activitat del muiscul dels animals susceptibles i dels
resistents es demostra més clarament quan els filtrats
es dilueixen. Els resultats de la injeccié de polpes muscu-
lars suggeriria que el poder de fixacié del miscul de po-
llastre és més fort que el poder d’inactivacié.

Fixacid © inactivacio pel miiscul dessecat. — Era con-
venient saber si les propietats trobades en el miiscul de
pollastre eren propietats de la céllula viva del teixit
pulveritzat, o eren reaccions entre I'agent del tumor i
els constituents del teixit. L’experiment segiient demos-
tra que el tumor de pollastre dessecat és capag de fixar
1 inactivar I'agent del tumor de pollastre, gairebé tant,
sin6 igual que la polpa fresca.

Experiment 17. El miscul sec utilitzat en aquest
experiment era del mateix pollastre que el muscul fresc
utilitzat en I'experiment 6, quan la inactivaci6 completa
del filtrat havia tingut lloc. Els teixits utilitzats foren
dessecats al buit sobre acid sulfiric, i aleshores reduits
a pols grossa. 1 gr. de cada dessecat de muscul es bar-
rejava amb 2‘5 cc. de soluci6 de Ringer i després de
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I’addicié de 2 cc. de filtrat fresc de tumor, es conserva-
ven dues hores a 360 i tres hores a la temperatura de
I'habitaci6. Després de centrifugar la barreja, 1 cc. de
cada un s’injectava intradérmicament en pollastres nor-
mals, i les polpes es donaven en les mateixes quantitats
intramuscularment. L’activitat del filtrat sol es pro-
vava per la injeccié de 5 cc. intramuscularment. Els
resultats es donen en la taula V.

Taura V

Tumors del liquid
sobrenedant : 1 cc.

Tumors de polpes : 1 cc.

Tumors de control de 5 cc.

Muscul Muscul Miscul Muscul i i
de pollastre de conill de pollastre de conill
+ ++++ + ‘ ++++ | ++++  F+H++

L’experiment presenta d’'una manera ben clara la
inactivacié, aixi com la fixaci6 de l'agent pel muiscul
dessecat de pollastre.

Experiments de fixacié 1 inactivacié amb cervell )
fetge de pollastre, comill i colom.—S’utiilitzen les matei-
xes proporcions relatives de polpes d’organs i de filtrats
de tumor fresc, que en els experiments anteriors amb
muscul. Com s’indica pel mimero de I'experiment, aques-
tes proves foren fetes simultaniament amb els experi-
ments amb muscul, i el temps de contacte fou el mateix.
Els resultats es donen en les taules VI i VIL

S’ha d’advertir en els experiments 7, 13 1 14, que
els experiments simultanis amb muscul donaren resultats
negatius, degut a l'excessiva activitat del filtrat. Aixf,
doncs, en el referent a fetge i muscul de pollastre,
aquests experiments demostren, almenys, que no posseei-
xen un poder d’inactivacié tan gran com el del muscul.



Treballs de la Societat de Biologia. 1930 251

Taura VI
Cervell
sobmamton s34, | Tumors depoipes : 3 cc. | Tumors doconteolamd
Exp-. n.°
C 11 C 11 C 11 C
de ;gvllzstre dee::gill de peorl‘;:stre dceezxfxlilll ostat Jew es:lsx?r:'e
i +f ++ ++ ++ o5 cc. I cc.
’ { L =} ++ g ok i e
ey { +++ | +++ | +++ | +++ | sce. | 10cC
: + ihets b -~
Cervell Cervell
de colom de colom
+44+4+|++++] 05 cG 1 cc.
10,559 el bt Bl s o s
1 FA++ [ ++++]| 2ce 4 cc.
' skt feefet
e — ++4 +++ 1 cc. o‘5 cc.
o B G 0 B L
sieiie 2 ©e) 4 cc.

Els experiments 10 i 12 presenten una fixacié accentuada
amb el muscul, per la qual cosa hi ha un propi control
en aquests dos experiments, i com que el filtrat usat
en l'experiment 19 era feble, és possible que cap fixacié
no pogués ésser apreciada en aquest experiment.

Sembla, doncs, que no solament no presenten cap
propietat inactivant el fetge, cervell de conills i coloms,
per a l'agent del tumor, siné que també aixo és veritat
pels mateixos organs del pollastre.

A més dels anteriors experiments, es provaren dos
teixits més respecte al poder de fixar 'agent del tumor
del pollastre, i aquests foren el sarcoma de rata i un
tumor de pollastre no filtrable. En cap dels dos teixits
no hi hagué cap senyal de fixaci, mentre dos de les
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quatre proves-controls amb miscul de pollastre presen-
taven una fixaci6 completa de l'agent.

Taura VII
Fetge
sommomedant +3 o, | Tumors de polpes : 1 .| Tumorg i foliiol amb
Exp. n.°
e Fetge Fetge Fetge Fetge Costat Costat
de pollastre| de conill |de pollastre| de conill dret esquerre
o‘5 cc. I cc.
pod ek | ook | bk | b 1 oels T4 el
+ 4 +++ | +++ | sce | 10cC
e | Aok + o
' a's; cc. I cc.
18....4 F+ o = i e -
+++ +++ —_— — 5 cc. 10 CC.
++ ++ — —
Fetge Fetge
de colom de colom
[ +++ | + |++++| ++ | o5cc | 1ce
13....¢ +4++ | +++
Lttt | ot |4t +4+ |4+ [+
++++ |++++| +++ | ++= | o5cc | 1ce
T4 ... ik ) | i e
: + +++ | ++ ++ | ++++

Temptatives per a alliberar U'agent de la barreja in-
activa miiscul-filtrat. — Com assenyalen Marie i Tiffe-
neau (7), la dessecacié de la barreja inactiva de cervcll
i toxina tetanica, allibera la toxina. Férem 1s d’aquesta
técnica en una temptativa d’alliberar l'agent del tumor
del muscul susceptible.

Experiment 19. Les polpes de l'experiment II es
dessecaren al buit sobre acid sulfuric, i quatre dies més
tard s'injectaren en una quantitat equivalent a 4 cc. de
polpa fresca.
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Els resultats obtinguts quinze i trenta dies després
de la injeccié es donen en la taula VIII.

Tauvra VIII
Tumor Tumor Tumor Tumor
de muscul de muscul de miiscul de muiscul
de pollastre de colom de pollastre de colom

- ot lodis.| 4 | 4ttt

15 dies....|

Sembla que l'agent ja fixat i inactivat no es separa
per dessecaci6. En realitat, en aquest experiment, la
injecci6 de polpes seques presenta un contrast molt més
gran entre les accions de les dues menes de muiscul,
que no pas les barreges fresques, com pot veure’s en
I'experiment II.

Comparacid general dels resultats amb maiscul d’ ani-
mals susceptibles 1 no susceptibles. — Si totes les proves
amb musculs de pollastres susceptibles, fetes en els ex-
periments anteriors, es comparen amb els resultats amb
el muscul de colom i de conill, es veurd un sorprenent
contrast entre els grups (taula 1xX). En les quaranta-
set proves amb miscul de pollastre, 76 per 100 pre-
sentaren proves indubtables d’alguna fixacié de 1’agent
causal, i en 34 per 100 aquesta fixaci6 fou completa.

Tauvra IX

Resultats de la injeccid de liquids sobremedants

Nombre de o e Per 100 Per 100

Muscul de pollastres Fg::llo Flaxrz?;? No fixacié |fixacié par-| fixacié
inoculats Kpre) cial i total |  total
Conill....... 19 o o 19 o‘o o‘o
Colom, siehie e 24 o o 24 o‘o o‘o
Pollastre .... 47 16 20 11 76,7 34'4
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Resultats de la injeccid de polpes

Nombre de 3 s Per 100, | Per 100
Muscul de pollastres I':g:;i“ 1';:2;‘; No inactiu | inactiu to- | inactiu
inoculats p tal i parcia) total
Conmillysanisiss 12 o 1 11 83 o
10)(0) ¢ & UPIRPIIPIN 12 I &
Col o 1 8‘3 o
Pollastres ... 24 2 9 13 458 83

Per altra banda, en les quaranta-tres proves amb muiscul
d’animals no susceptibles, no donen cap exemple de fixacié.
Les xifres referents a la inactivacié, si bé no basades sobre
tantes proves, presenten un contrast fort entre el miiscul
de pollastre per una banda, i el de conill i de colom per
altra.

Discussio

El que es dedueix d’aquest treball sembla indicar
que l'agent del tumor de pollastre I és fixat, «n vitroy,
pel teixit muscular dels pollets susceptibles, mentre que
el muscul i teixits d’animals no susceptibles, tals com el
conill o el colom, no tenen aquesta acci6. Fins alla on
arriben aquestes observacions, adhuc organs mesenqui-
matosos, com el cervell i el fetge del pollastre susceptible,
no presenten afinitat per l'agent causal del tumor «n
vitron. So6n d’interés, referent a aixo, les observacions
ja velles de Murphy i Rous (8) que demostraren que, quan
un filtrat de tumor s'injectava en I'embrié de pollastre,
els tumors es desenvolupaven solament en les capes
mesodérmiques de les membranes embrionaries.

Naturalment, es planteja la qiiestié de si és solament
la céllula muscular, el sarcolema, o ambdés, que sén
responsables de l'acci6 fixadora de la polpa. Encara
que aquest punt no modifica la naturalesa essencial del
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fenomen, la suposici6 d’una transformacié de la cél-lula
muscular diferenciada sota l'accié de 'agent, a céllula
maligna, no sembla tedricament insostenible.

La interaccié entre el miscul dels pollastres suscep-
tibles i de 'agent del tumor s’assembla, en la seva espe-
cificitat, a la fixaci6 dels anticossos pels antigens, del
bacteriofag per la bactéria sensible i de l'enzima pel
substratum especific. La combinacié del miscul amb
I'agent del tumor, sembla ésser més forta que alguns
dels exemples esmentats, ja que la dessecacié no alli-
bera l'agent. La delicadesa de l'agent del tumor im-
pedeix temptatives més extenses de dissociar la com-
binacié amb els muisculs. Es cert que certs virus tenen
també un grau elevat d’especificitat en animals i en
plantes i participen en la propietat de I’agent del tumor,
de requerir matéria viva per a llur multiplicaci6. Tan-
mateix, ha estat demostrat (9) que almenys un virus
tipic, el virus vacunal, no és fixat o inactivat pel contacte
amb teixits d’animals susceptibles. Aquesta és, possible-
ment, una diferéncia fonamental entre [’evolucié de
I'agent del tumor del pollastre i dels agents filtrables del
grup dels virus.

CONCULUSIONS

Muscul pulveritzat de pollastres susceptibles, fixa
«in vitro», en una proporcié de casos, I’agent del tumor
filtrable de pollastre I i en un grau menor l'inactiva,
mentre que el miscul d’animals resistents, com sén el
conill i el colom, no té efecte. Es demostra que el poder
de fixaci6 del miscul de pollastre és superior de molt
a les seves propietats inactivants.

Cervell i fetge de pollastre, conill o colom no semblen
tenir ni la més petita acci6 sobre I’agent.
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El muscul dessecat de pollastre participa de les pro-

pietats de 1’drgan fresc; i el procés de dessecacié no se-
para l'agent causal de la mescla inactiva o lleugerament
activa de muscul fresc i filtrat de tumor.
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